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【背景】近年、大腸腺腫に対する内視鏡治療 (ポリペクトミー) が大腸癌関連死亡率の減少をもたらすことが
報告されている。また大腸粘膜切除術 (endoscopic mucosal resection：EMR) や粘膜下層剥離術 (endoscopic 
submucosal dissection：ESD) といった低侵襲治療が普及し、再発懸念の無い早期の段階での大腸腫瘍の検
出がますます重要となっている。古典的には大腸癌発癌経路である adenoma-carcinoma sequence 多段階発
癌説は、p53や APC、K-rasなどの遺伝子変異を指すが、現在発癌過程にはmicroRNA (miRNA) やメチル化
などのエピジェネティックな異常の関与も報告されている。miRNA は現在まで千数百程度が同定され、大腸
癌でも幾つかのmiRNAの癌の浸潤・転移等への関連が指摘されている。しかしながら、腺腫や早期癌といっ
た早期の段階における大腸腫瘍のmiRNA発現解析の報告は非常に少ない。そこで本研究者は、腺腫成分を有
する早期大腸癌を標的とし、同一標本からレーザーマイクロダイゼクション (laser microdissection：LMD) 
で組織の取り分け後に網羅的miRNAアレイ解析を行うことで、発癌早期の詳細かつ重要なmiRNAの変化を
見出したいと考えた。 
【目的】大腸腺腫及び早期大腸癌に特異的発現パターンを示すmiRNAを同定する。同定されたmiRNAが腫
瘍の発育、進展にかかわるメカニズムを明らかにする。 
【方法】①ESDを施行した腺腫成分を有する早期粘膜下層浸潤大腸癌 (SM浸潤癌) のホルマリン固定・パラ
フィン包埋(Formalin-fixed, paraffin-embedded：FFPE) 組織を用い、LMD で同一標本における腺腫、SM
浸潤癌、非腫瘍粘膜を取り分け、網羅的 miRNA アレイ解析を行い発現量の差が大きい miRNA を同定する。
検体は、側方発育型腫瘍 (Laterally spreading tumor：LST) と隆起型腫瘍各々3検体とする。②大腸 SM浸
潤癌 18検体の FFPE組織を対象として、①で同定されたmiRNAの発現をリアルタイムPCRにて確認する。
③確認が取れたmiRNAについて、過剰発現系もしくは発現抑制系を大腸癌細胞株 (SW480、HT29細胞) に
導入し、MTS アッセイにて細胞増殖能を評価する。④miRNA の標的遺伝子を検索するため、同定された
miRNA 過剰発現系を SW480 細胞にトランスフェクションし、変動する mRNA の網羅的発現解析を行う。
また解析ソフト TargetScan、PicTarで、miRNAの標的遺伝子を推測する。⑤大腸癌細胞株 (SW480、HT29
細胞) に同定されたmiRNA 過剰発現系をトランスフェクションし、リアルタイム PCR、 ウェスタンブロッ
ティングにて④で推測された標的遺伝子の発現変化を調べる。最後に大腸癌 18 検体の FFPE 組織を用いて、
④で推測された標的遺伝子の発現を確認し、miRNAと標的遺伝子との相関を調べる。 
【結果】網羅的miRNAアレイ解析で、同一検体内の腺腫部と比較し癌部で有意に発現減少、あるいは発現上
昇を認めたmiRNAは、LSTで 7個、隆起型腫瘍で 23個であった。その中で、未だ大腸癌との関連の報告が
ないmiR-320c、miR-320d、miR320eを含むmiR-320family(a, b, c, d, e) が LSTと隆起型腫瘍で共に大きく
発現変化を認めていた。その発現を大腸 SM浸潤癌 18検体で確認したところ、腺腫ではmiR-320a, b, c, dの
発現が有意に減少し、癌ではmiR-320a, b, c, d, eの発現が有意に減少していた。miR-320family過剰発現系
を構築しSW480細胞にトランスフェクションしMTSアッセイを行ったところmiR-320eを除くmiR-320a, b, 
c, dで有意に増殖能の低下が確認された。次にmiR-320a過剰発現系を SW480細胞へトランスフェクション
し mRNA の網羅的発現解析を施行したところ、497 個の mRNA 発現減少が認められた。これら遺伝子の中
で、TargetScan、PicTar 共通に予測アルゴリズムを満たした遺伝子は７個であった (BLCAP, HOXA10, 
KCNS3, RASA1, NPAS2, ARPC5, CDK6) 。この中で CDK６は細胞周期関連遺伝子であり、その機能から発
癌への関与が強く示唆されたため、SW480 細胞、HT29 細胞で miR-320family 過剰発現系を構築し CDK6
の発現を調べたところ、発現の低下が確認された。CDK6の発現が検討できた大腸癌 16検体で、非腫瘍粘膜
部と比較し SM浸潤癌部で CDK6の発現が有意に上昇していた。またmiR-320cを除くmiR-320 a, b, d, eと
CDK6の発現は、有意に逆相関を示していた。 
【結論】miR-320family は大腸腺腫、早期大腸癌において発現が低下していた。miR320-family は大腸腫瘍
の増殖にかかわる重要な因子であり、大腸腫瘍の早期診断における補助として用いられる可能性がある。 
